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KATA PENGANTAR

Dengan mengucapkan puji syukur kehadapan Allah swt, karena hanya
ijin, berkah, taufik, hidayah dan ridhoNya maka akhirnya dapat terselesaikan
penulisan Laporan Hasil Penclitian yang berjudut * PEN‘GARUH BERBAGAI
TINGKAT ULTRA SONIKASI TERIIADAP ANTIGENITAS PROTEIN
MEMBRAN Salmonella pullorum .

Penclitian ini dilakukan scbagai peran dan aktifitas serta bentuk dari Tri
Dharma Perguruan Tinggi khususnya bidang Penelitian yang merupakan Dharma
kedua. Penclitian diajukan melalui Lembaga Penelitian Univcrsilas Airlangga.

Pada kesecmpatan yang baik ini penulis menyampaikan ucapan
terimakasih yang sebesar — besarnya kepada Prof,dr.H.Soedarto, DTM&H, Ph, D.
sclaku Rekior Universitas Airlangga, Prol.Dr. H. Sarmanu., Drh. MS,, sclaku
Ketua Lembaga Penclitian Universitas Airlangga dan Dr. Ismudiono, drh,MS.
sclaku Dekan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga, yang telah
memberikan kesempatan dan bantuan serta fasilitas schingga penelitian dapat
berlangsung dengan baik. |

Semoga hasil penclitian ini dapat memberikan informasi dalam khasanah
ilmu pengetahuan terutama bidang bakteriologi veteriner dan sidang pembaca

sckalian, penyusun maupun juga kepada peminat lainnya. Amien.

Surabaya, Nopcmbcr'ZOO 1

Penyusun
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ABSTRAK

PENGARUN BERBAGALI 'l'll\iGKA'l' ULTRA SONIKASI] TERHADAP
ANTIGENITAS PROTEIN MEMBRAN KUMAN S.putlorum®*
Susilohadi Widjajanto**, Suwarno***

Penclitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah protein membran luar
(OMP) kuman S.pullorum dapat diisolasi dan apakah dengan perlakuan berbagai
tingkat ultra sonikasi berpengaruh terhadap daya antigenik protein OMP tersebut,
Hasil penclitian menunjukkan bahwa protcin OMP dapat diisolasi dan
dengan cara Lilisa dapat diketahui daya antigeniknya pada masing — masing
tingkat perlakukan ultra sonikasi. Perbandingan antara nilai OD sampel dengan
kontrol negatip antara 2 — 3 kali, schingga diketahui bahwa masing — masing
perlakuan bersifat antigenik sama. IHal ini terlihat dari analisa data dengan T — tes
pada masing — masing hari terscbut bahwa t hitung lebih kecil dari t tabel dengan
P lebih besar dari 0,05.

Dapat ditarik kesitnpulan bahwa protcin OMP kuman S.pullorum dapat
di isolasi dcngan cara ultra sonikasi dan dengan perlakuan berbagai tingkat
sonikasi daya antigeniknya sama. Oleh karcna itu disarankan untuk dilakukan
penclitian lebih lunjut techadap sub unit kuman ( scbagai molekuler ) yang dapat
dipakai sebagai bahan dasar vaksin.

Kata kunci : Protcin OMP S.pullorum - Sonikasi bertingkat — Antigenik.

* : Lembaga Penclitian Universitas Airlangga Surabaya. Nomer kontrak:
589/)03.2/PG/2001.

e : Jurusan llmu Penyakit Hewan dan Kesmavet, Bakteriologi FKH-UNAIR.
**¢ - Bagian Virologi = Tmmunologi FKH - UNAIR.

0496 - 2691
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RINGKASAN

PENGARUH BERBAGAI TINGKAT ULTRA SONIKASI TERIIADAP
ANTIGENITAS PROTEIN MEMBRAN KUMAN S.pullorum.
( Susilohadi.W. dan Suwamo., 2001 )

Penyakit pullorum adalah penyakit bakicrial discbabkan olch kuman
Sulmonellu pullorum, apabila menycrang anak ayam umur satu hari sampai tujuh
hari penyakitnya bersifat akut dan berakibat fatal sampai sckitar 90%, scdangkan
pada ayam dewasa yang terkena akan bersilat khronis dan tejadi penurunan bcrz.xl
badan , produksi telur turun, daya tclas turun dan ayam tertular mcnjadi sumber
penularan ( caricer ).

Laporan dari Balai Penyidikan Penyakit Hewan menunjukl.can bahwa
kejadian Penyakit Pullorum masih belum diberantas, seperti misalnya kasus
penyakit pullorum yang positip di Kendal ( 16 ), Bantul ( 5 ), Tuban ( 64 ) dan
Jakarta (2 ). Selain itu juga pada daerah Sumatra Utara ( Deli Serdang ), Lampuﬁg
( 57 ), Bengkulu ( 96 ), Sumatra Sclatan, Bolaang Mangondow, Kotamobagu,
Sulawesi Utara ( 1), Sulawesi Tengah ( 3 ) dan Sulawesi Sclatan ( 92 ).

Upaya pemerintah untuk mencegah penyakit adalah melaksanakan
Peraturan Direktur Jenderal Pcternakan dengan melakukan Pullorum Test cara
Rapid Wholc Blood Test ( RWBT, dilakukan di lapangan ) atau dengan Rapid
Serum Test ( RST, dilakukan di laboratorium). Pengubatan terhadap penyakit
deogan menggunakan antibiotika belum  memuaskan  basilnya.  Scdangkan
pencegahan dengan pemberian vaksin belum pernah dilakukan di Indoncsia. Olch
karcna itu pencegahan yang dilakukan kecuali pullorum tes juga dengan higicne
dan sanitasi kandang yang baik scrta pecmberian pakan yang berkualitas baik.

Scielah dilakukan penclitian dengan pembcerian baterin kepada ayam dara
yang tcrnyata hasilnya kurang memuaskan karena nﬁcmiliki titer rendah, maka
penelitian sclanjutnya adalah dengan memanfaatkan sub unit kuman yaitu protein
membran fuar ( protcin OMP ) kuman Salmonella pullorum untuk mengetahui
sifat daya antigeniknya dengan ;:ara Elisa.

Penelitian ini bertujuan untuk : (1) melakukan isolasi protein membran

kuman S.puliorum, (2) mengetahui apakah dengan berbagai tingkat sonikasi,

i
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protein OMUI tersebut berpengaruh terhadap daya antigenitasnya..

Penclitian ini menggunakan sampel kuman S.pullorum (S =11 ) dari
Pusat Veterinaria Farma Surabaya. Kemudian dibuat suspensi kuman dengan PBS
dengan standart kekeruhan Mac Farland 3. Setclah homogen dilanjutkan dengan
membagi menjadi 6 kelompok ( bagian ) untuk perlakuan ultra sonikasi bertingkat
dari 3 kali , § kali, 6-kali, 7 kali, 8 kali, dan 9 kali. Sctclah sonikasi dilakukan
pengukuran kadar protcin dengan analisa spekirofolometer acngan rcagen standart
Sigma ( BSA 4 % ) pada masing — masing bagian. Sciclah dikctahui kadar prolcin
masing — masing tingkat sonikasi dilanjutkan dengan pengukuran uji antigenitas
dengan metode Elisa pada pengenceran antibodi kelinci 1 : 1000, masing ~ masing
dengan 4 ulangan dan kemudian dibaca dengan alat Elisa reader schingga
diperoleh data nilai OD dari sampel maupun kontrol negatip. '

Data hasil' peneraan dari Elisa reader dicatat dan dilakukan tabulasi
untuk masing — masing bagian ( kelompok ) serta kontrol negatip. Hasil data ini
kemudian dilakukan uji statistik dengan menggunakan metode Rancangan Acak
Lengkap ( RAL ) dan untuk membandingkan masing — masing tingkat dengan Uji
T. Hasilnya Icrnyata tidak ada perbedaan yang nyata antara perlakuan 3 — 5~ 6 —
7 — 8 dan 9 kali sonikasi tecrhadap daya antigeniknya,

Berdasarkan alas hasil penclitiun dan analisisnya, dapat disimpulkan
bahwa (crnyata ﬁrotcin OMP kuman S.pullorum dapat diisolasi dan dengun
perlakuan berbagai tingkal ultra sonikasi tidak berbeda nyata daya antigeniknya

Mclihat atas hasil dan -kesimpulan scrta kejadian penyakit pullorum
dilapangan, maka dapat disarankan untuk periunya dilakukan penclitian tentang
perlakuan Iebib lanjut terhadap protcin OMP misalnya pengukuran berat molckul
maupun sifal atau daya imunogeniknya schingga kemungkinan dibuat vaksin

secara sub unit dari kuman S.pullorum scbagai bahan dasarnya.

(L.P. Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. No.Kontrak :
589/ JO3.2/PG/2001., 13 Juni 2001 )

iv
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BADB 1

PENDAIIULUAN

1.1  Latar Belakang Permasalahan

Penyakit pullorum atau Penyakit Berak Kapur ( Baccillary White
Diarrheae ) adalah penyakit bakterial yang disebabkan oleh kuman S.pullorum,
menyerang bangsa unggas lerutama ayam. Penyakil ini bersilat akut dan berakibat
fatal pada anak ayam umur | — 7 hari. Pada ayam dewasa penyakitnya bersifal
kronis, kadang - kadang tanpa menimbulkan gejala Klinis ( sub Klinis ) dan yang
sembuh dari penyakitnya dapat menjadi karier ( pembawa ), schingga kuman
dapat ditularkan mclalui ovarium ( trans ovarial ).

Iofstad ( 1984 ) dan Akoso ( 1993 ) menyatakan bahwa penularan
penvakit pullorum selain sccara vertikal dari induk langsung ke anak ( trans
ovarial ), juga secara horizontal dengan sesama hewan sckandang mciz_llui mesin
(ctas, makanan —minuman dan sccara acrogen (imclalui pernapasan ).

Di Indonesia penyakit berak kapur dikenal pertama kali pada tahun l‘)SQ
dan sampai sckarang masih belum terberantas, kerugian ekonomi sampai milliaran
rupiah sering dialami baik oleh breeding farm maupun peternak ayam, demikian
laporan Dircktur Keschatan Hewan ( 1983 ). Dilaporkan olch Balai Penyidikan
Penvakit Hewan ( DitKes.Wan,,1996 ) bahwa kejadian kasus penyakit pullorum
timbul didacrab Sumatra utara ( Deli Serdang ), Riau, Lampung ( 57 ), Bengkulu
(96), Sumatra Selatan, Jakarta ( 2), Kendal ( 16 ), Bantul ( 5, Tuban ( 64 ),

Sulawesi Utara ( 1), Sulawesi Tengah (3 ), Sulawesi Selatan (92).

Laporan Penelitian Pengaruh Berbagai Tingkat Ultra Sonikasi - : Susilohadi Widja-ljanto
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Upaya pengobatan terhadap penyakit pullorum dengan menggunakan
obat antibiotika telah sering dilakukan, namun usaha ini masih belum memberikan
hasil yang memuaskan, sedangkan yﬁng dilakukan hanyalah usaha pengendalian
penyakit dengan uji pullorum. |

Pullorum test dengan metode Rapid Whole Blood Test ( RWBT ) atau
Rapid Serum Test ( RST ) adalah upaya pengendalian penyakit pullorum unluk‘
mencari reaktor positip scbagai deteksi dini. Tindakan ini merupakan ﬁpaya yang
harus dilakukan scsuai dengan peraturan Dircklur Jenderal Petcrnakan bagi
Breeding Fanm, apabila terdapat reaktor positip harus dilakukan pemusnahan.
Sclain itu perlu dilakukan higicne dan sanitasi yang baik pada kandang, pukan
yang baik scrta manajemen temak yang baik ( Dircktur Kesehatan Hewan, 1996 ).

Tindakan pencegahan penyakit pullorum dengan melakukan vaksinasi
belum pernah dilakukan di Indonesia, karcna vaksin pullorum belum ada.
landijatno ( 1990 ) mclaporkan bahwa telah dicoba dilakukan vaksinasi pada
ayam dengan menggunakan Bakterin S.pullorum ( kuman di inaktifasi dengan
cara pcmanasan dan cara pcnambahan formalin 0,5 % ) ternyata memberikan hasil
titer rendah dan daya prolcklil"nya hanya 20% suja. Wiryosuwanlo ( 1997 )
berpendapat bahwa sebaiknya tindakan pencegahan dan pemberantasan suatu
penyakit pada hewan ternak hendaknya dilakukan sesuai dengan ketentuan yang
berlaku, karcna hal ini menyangkut aspek kcbutuhan hidup manusia. Dengan
demikian usaha pengendalian dap pencegahan pemyakit pullorum di Indoncsia
scbenarnya juga harus mengikuti peraturan yang telah ditetapkan oleh pemerintah.
Percobaan Handijatno ( 1990 ) adalah merupakan langkah pengujian awal
baklerin .’s'.)mllurum sesuai dengan pendapat Hagan ( 1994 ) yang berpendapat

bahwa karcna kuman Spudlorum hanya memiliki O antigen saja, maka

Laporan Penelitian Pengaruh Berbagai Tingkat Ultra Sonikasi Susiloha'di'Widjajanto
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3
kemungkinan dengan pemberian bakterin akan menimbulkan kekebalan, Namun
hasilnya ternyata masih belum seperti yang diharapkan,

Berdasarkan atas uraian terscbut diatas, peneliti tertarik untuk melakukan
upaya pengebalan ayam terhadap penyakil pullorum’ dengan cara lain yaitu
dengan melakukan isolasi protcin membran luar ( Outer Membran Prolcin =
OMP) kuman S.pulforum untuk diketahui sifat imunogencsitasnya. Sebagai
langkah awal perlu diketahui lebih dulu daya tahan kuman pada bagian membran
luar terhadap berbagai pengaruh tingkat sonikasi. Apabila telah diketahui sifat
daya tahan kuman dan dapat di isolasi protcin OMP kemudian dilakukan
penelitian lebih lanjut dengan be}'bagai pengujian terhadap protein tersebut sampai

kemungkinan dapat dipakai scbagai bahan dasar vaksin sub unit.

1.2 Rumusan Masalah
Telah dilnraikan masalah penyakit pullorum scbagaimana tersebut diatas,
maka dapat dilakukan rumusan masalah scbagai berikut:
a. Dapatkah dilakukan pecmecahan dinding luar kuman untuk mendapatkan
protcin OMP S.pullorum dcﬁgan cara ultra sonikasi?.
b. Apakah tingkat sonikasi berpengaruh terhadap sifat antigenitas protcin OMP

S.pullorum?.

Laporan Penelitian Pengaruh Berbagai Tingkat Ultra Sonikasi Susilohadi Widjajanto
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BAB 11

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 TPenyakit pullorum

Penyakit pullorum  discbabkan oleh kuman Salmonella  pullorum,
menycrang bangsa unggas terulama pada ayam ( Anonimus, 1994 ). Kuman
berbentuk batang, bersilat Gram negatip, tidak memiliki spora dan flagclla, tidak
berkapsul dan tumbub secara optimum pada suhu 37°C ( Anonimus, 1981 dan Ay
Ling, 1998 ). Kuman 8.pullorum hanya memiliki somatik antigen (O antigen )
saja dan pada uji biokimiawi membentuk dihidrogen sulfida ( uji Triple Sugar
lron Agar ), memfcrmentasi glukosa — sukrosa — mannosa dan. lidak mcmccah
urca, demikian pendapat Whiteman ( 1997 ) dan Hofstad ( 1984 ).

fsolasi kuman S.pullorum membutuhkan media selektif yaitu media
salmonella Shigella Agar ( SSA ) dan pertumbuhan pada media ini menunjukkan
koloni yang halus, bulat dan tcpi rata, tidak berwarna ( colorless ) dan tembus
cabaya ( transparan ), demikian pendapat Hitchner (1980 ) dan Jackson ( 1981).
Sedangkan pada media Sulfit Indol Motility ( SIM ) berupa garis putih pada bekas
tusukan ( sifat non motil ) dan terjadi pembentukan gas dihidrogen sulfida dan uji
indol hasilnya negatip, untuk pengujian ini memerlukan suasana acrob atau
fakultatil anacrob ( Hagan, 1984, dan Akoso,1993).

Penyakit pullorum atau dikenal pula dengan nama Penyakit Berak Kapur
( Baccillary White Diarrhea ) di Indonesia mulai dikenal pada tahun 1950 adalah
merupakan penyakit menular yang ditandai adanya berak berwarma putib seperti

Kapur, dengan penularan secara horisontal dan vertikal (trans ovarial ), bemikian

4
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pendapat Hoslad ( 1984 )..

Unggas yang terserang penyakit pullorum, pada anak ayam umur sampai
dengan 7 hari bersifat akut dan dapat berakibat fatal dengan angka kematian
sampai 90%. Gcjala klinis penyakitnya tidak nampak jelas, anak ayam
bergerombol, lemah dan pada Kotorannya berwarna putih scperti pasta. Scdangkan
pada ayam dewasa bersifat Kronis dan menunjukkan gejala gangguan produksi
tclur, daya tetas menurun dan kotorannya berwarna putih ada kecoklatannya (

Anonimus, 1981, dan Holstad, 1984 ).

2.2 Diaguosis Penyakit Pullorum

Diagnosa terhadap penyakil pullorum dapat dilakukan dengan melihat
gejala klinisnya, perubahan patologi anatomi dan pemeriksaan laboralo'rium dari
bahan hewan tersangka . Pemeriksaan laboratorium untuk peneguhan diagnosa
dilakukan scbagai upaya isolasi dan identilikasi kuman S.pudloriam. Sclain itu
ditpat dilakukan uji scrologis dengan cara aglutinasi cepat , baik dengan Rapid
Whole Blood Test ( RWBT ) atau dengan cara Rapid Serum Test ( RST ) untuk

mengetahui reaktor, Anonimus ( 1994 ) dan Ratna ( 1994 ).

2.3 Tindakan Pencegahan dan Pemberantasan

Penyakit pullorum terkadang dapat dikacaukan dengan penyakit lain
pada ayam scperti misalnya Fowl typhoid ( penycbabnya S.gallinarum ) atau
penyakit Coccidiosis yang discbabkan olch parasit koksidia ( Anonimus, 1981 ).
Untuk itu upaya pengendalian dan pencegahan penyakit dilakukan dengan cara

deteksi dini scsuai peraturan yang ditctapkan oleh pemerintah.

Laporan Penelitian Pengaruh Berbagai Tingkat Ultra Sonikasi Susilohadi Widjajanto
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Olch karena itu pada breeding Farm ( pembibitan ayam ) pada umumnya
tindakan deteksi dini dilakukan dengan metode Rapid Whole Blood Test ( RWBT
) pada ayam dewasa menjelang bertclur . Apabila dala‘m pengujian ini hasilnya
positip ( rcaktor posilip ), maka dilanjutkan dengan peneguhan diagnosa
laboratorium ( isolasi dan identifikasi kuman ). Scdungkan apabila hasil uji
negatip, maka sctelah 35 hari kemudian dilakukan pengujian ulang dan bila
hasilnya tetap negatip dianggap bebas aman terhadap pullorum, dan telur serta
anak ayam ( Day Old Chick = DOC ) bcbas dicdarkan. Perlakuan pengujian
(Pullorum Test) dilakukan dua kali sctabun. Scmua hasil pengujian tersebut
diwajibkan melaporkan kepada Dinas Peternakan sctempat, schingga apabila
terjadi sesuatu dengan cepat melakukan tindakan sesuai dengan kewenangannya,
Anonimus ( 1981 ).

Upaya pencegahan yang dilakukan terhadap penyakit pullorum sclain
melakukan deteksi dini juga melakukan  des infcksi kandang dengan cara
fumigasi pada kandang dan mecsin penectas yang menggunakan campuran antara
KMnQ); dengan formalin scrta sanilasi kandang yang baik, Anonimus ( 1981 ).
Scdangkan pencegahan dcngaft vaksinasi tidak dilakukan karcna tidak ada vakéin
pullorum.

‘Tindakan pemberantasan dilakukan dengan cara pemusnahan reaktor
positip. Hal ini perlu dilakukan karcna pengobatan dengan antibiotika misalnya
oksitctrasiklin, - streptomisin - atau  dengan preparal sulfa hasilnya - kurang
memuaskan dan kemungkinan hewannya malah menjadi pembawa ( carrier ),

Hofstad ( 1984 ).
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2.4 Outer Membrane Protein (OMP)

Wollgang ( 1992 ) mcnyatakan bahwa pada umumnya dinding scl luar
kuman gram ncgatip memiliki komposisi yaitu murcein, lipoprotein, fosfolipid,
protein dan lipopolisakharida. Jane ( 1992 ) dan Jawetz ( 1984) menambahkan
bahwa dinding sel kuman Gram negatip juga mengandung 3 polimer yang terletak
diluar lapisan peptidoglikan yaitu lipoprotein, sclaput luar dan lipopolisakharida.

Jawelz ( 1984 ) menyatakan bahwa molckul tipoprotein terdiri dari lipid
yang terikat pada sclaput luar dan senyawa protein. Pada selaput luar ( Outer
Membranc ) terdapat protein utama yang bergabung dengan lipoprotcin dan
terikat dengan peptidoglikan dan protein minor dalam sclaput luar berlungsi
schagai  pengangkut. Wollgang ( 1992 ) mcnambahkan bahwa protein yang
bergabung dengan lipoprotein dan terikat dengan peptidoglikan adalah protein

ouler membrane protein ( Protein OMP ) dan memiliki berat molekul 28 - 33 Kd.

2.5 Hipotesa Penclitian
Schubungan dengan latar belakang masalah dan rumusan masalah, maka
dapat ditarik suatu hipolcsa scbagai berikut:
o Dinding luar kuman ( Quter Membrane ) S.pullorum dapat dipecah dengan cara
ultra sonikasi dan dapat diisolasi protcin mcmbran luarnya ( protcin OMP ).

e Protein OMP masih bersifat antigenik dengan berbagai tingkat sonikasi.
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BAB 111

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

Schagaimana telah diketahui bersama bahwa upaya pencegahan pcnyz;kit
pullorum pada ayam di Indoncsia belum pernah dilakukan dengan cara vaksinasi.
lal ini karcna belum pernah dibuat vaksin pullorum scdangkan yang dilakukan
adalah tindakan pengendalian  penyakit dengan cara pullorum test untuk
mengetahui reaktor positip sebagai detcksi dini.

Olch karcna itu untuk pencegahan penyakit pullorum perlu dicari cara
lain yaitu vaksinasi sub unit. Scbagai tahap awal adalah percobaun dengan
penelitian terhadap kuman Spwlloran tentang sifat antigenesitas dari protein .

membran luar ( protein OMP ), schingga dalam penelitian ini mempunyai :

3.1 Tujuan

- Mengetahui bahwa kuman S.pudlorum dapat dipecah dinding luarnya dengan
ultra sonikasi.

- Dapat dilakukan isolasi pml'cin mcmbran luarnya ( protcin OMP ).

- Dengan berbagai tingkat sonikasi, protcin OMP masih bersifat antigenik.

3.2 Mar.tl'nat

Dari llmsil penclitian ini diharapkan dapat mcmberikan manfaat bagi
penclitian sclanjulnya, yaitu pengujian dan penclitian lebih Tanjut lcnlan;', protcin
OMP kuman S.pullorum sampai pemroscsan sebagai bahan dasar vaksin sub unit.

Selain itu hasil penclitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat

schagai informasi ilmiah bagi khasanah ilmu pengetahuan bakteriologi veteriner,

8
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wrutama  kuman  Spdlorom yang  kemungkinan  dikembangkan  sceara bio

“molckuler.
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BAB 1V

METODE PENELITIAN

4.1 Waktu Pencelitian

Penclitian yang dilakukan ini secara lengkap memerlukan waktu sclama
6 ( cnam ) bulan, dimulai scjak bulan Juni sampai dengan Desember 2001.
Penclitian dilakukan di laboratorium Bakleriologi — Mikologi dan Virologi —
Imunologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangpa serta laboratorium

Tropical Disease Centre Universitas Airlangga Surabaya.

4.2 Materi Penclitian

Kuman S.pullorum, diperoleh dari Pusat Verinaria Farma Surabaya dalam
keadaan di kultur pada media stok ( kuman S.pullorum strain 11 murmni ). Dalam
penclitian ini kemudian diambil kumannya dan dibuat suspensi kuman dengan
mclaruthan kedalam Phosphat Bufter Saline ( PBS ) sclara dengan standart
Me.Farland 3 .

Bakterin, diperoleh dari penclitian terdahulu yang merupakan suspénsi
kuman Spullornm sebagai bahan vaksin in aktif untuk pembuatan antibodi
poliklonal dari kelinci. Cara pembuatan bakterin ini dengan cara mcmbual
suspensi kuman S.pedlorum kemudian dipanaskan dengan suhu 80 C sclama satu
jam. Untuk aplikasinya dicampur dengan adsorber Al hidrogel dan pemberian
secara intra muskuler.

Antibodi poliklonal, diperolch dari penelitian terdabulu dengan cara

penyuntikan bakierin S.pullorim dan suspensi kuman pada kelinci, kemudian

10

Laporan Penelitian Pengaruh Berbagai Tingkat Ultra Sonikasi Susilohadi Widjajanto
Terhadap Antigenitas Protein Membran Kuman S.pullorum



IR - Pepustakaan Universitas Airlangga
Ll
diambil serumnya yang tclah mengandung antibodi dengan titer tinggi. Antibodi
poliklonal ini dapat disimpan pada sulu beku untuk  dipakai  penclitian
sclanjuﬁxya.

BufTer blocking, buller washing, buller stoping dan konjugat- ( alkali
phosphatasc anti rabbit ) , adalah mcerupakan bahan — bahan untuk uji antigenitas (
wi Clisa ) yang dalam penelitian ini scbagai uji in vitr(; dari protein OMP kuman
S.pullorum,

Sclain bahan ~- bahan terscbut perlu pula bahan pendukung misalnya aquades
steril, Kapas dan alat — alat pendukung penclitian seperti erlenmeyer, microplate,
microtitre pippete, ultra sonikator, spectrophotometer, ultra centrifuge dan clisa

rcader.

4.3  Metode Penclitian
4.3.1. ‘Tahap persiapan

Pada tahap persiapan ini adalah merupakan tahapan untuk melakukan
pengadaan alat dan bahan penclitian, sterilisasi alat dan persiapan pendukung
penclitian. Kemudian pcmb(ualan poliklonal antibodi dengan memakai hewan
coba kelinci yang disuntik dengan bakterin pullorum agar diperolch antibodi

banyak, dipersiapkan untuk pelaksanaan uji antigenitas menggunakan cara elisa.

4.3.2. Tahap penclitian

Pada tahapan ini diawali dengan pembuatan suspensi kuman pada
kepekatan setara dengan standart Mac.Farland 3, caranya yaitu mengambil kuman
dan di larutkan kedalam 300 mi PBS steril kemudian disclarakan kepckatannya

pada standart Mac Farland 3. Kemudian suspensi kuman dibagi dalam 6 bagian
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untuk ultra sonikasi 3 kali, S Kali. 6 kali, 7 kali, 8 kali dan 9 kali,

Berikutnya masing — masing bagian dilakukan ultra sonikasi dengan alat
ultra sonic homogenizer suhu 4°C / 3 menit jalan — 2 menit istirahat dan
perlakuan sesuai dengan masing — masing tingkatan sonikasi. Sclanjutnya masing
~ masing tingkatan ultra sonikasi dilakukan ultra sentrifugasi - dengan u_lal
Referigerated centrifuge 40.000rpm suhu 4°C selama 20 menit dilakukan 3 kali.
Pada yang ketiga kalinya pellet ditambah ‘I'riton X - 100 scbanyak 20 ml dan PBS
20 ml. kemudian dilakukan inkubasi pada 37°C sclama 20 menil. Kemudian
dilakukan ultra sentrifugasi Tagi 2 kali, pellet yang diperoleh ditambah PBS 20 ml
dan vortex 3 menit scelanjutnya  diperoleh  protein. OMP untuk pengujian
sclanjutnya.

Protein yang diperolch masing — masing dilakukan pengukuran kadarnya
menggunakan alal UV = Visible Spectrophotometer dengan standart kadar Bovine
Serum Albumin ( BSA ) dan panjang gelombang 592 nm. Schingga 'm;tsing -
masing tinkatan sonikasi diketahui kadar proteinnya per ml. Hasilnya digunakan
untuk melakukan Elisa pada masing — masing tingkat sonikasi.

Sctelah diketabui kadar protcinnya, dilakukan uji antigencesitas masing —
masing tingkatan sonikasi dengan uji Elisa. Diawali dengan buffer coating ( buffer
karbonat. PH 9.0 ) dan inkubasi 24 jam suhu 4°C, cuci 6 kali dengan bulter
washing ( Na Cl = Tween 20, PH 8,6 ) kemudian blocking dengan memakai
creamer 4% ( bulTer blocking PBS — Tween 20 = Creamer 4 % pada PIT 7,4 ) dan
inkubasi pada 37°C sclama | jam, setelah itu dicuci 6 kali. Pengenceran sampel (
protcin OMP ) | 1 1000 dan inkubasi 37°C selama 60 menit. Kemudian di cuci 6
kali lalu ditambah konjugat ( alkali fosfatase anti rabbit ) diamkan pada l‘cmpa{
pclap selama S menit. Masukkan pada Stopper ( !E’.SOI I N ) dan sclanjutnya

GGA \
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dibaca pada Elisa reader pada Optical Density ( OD ) 492 nm,

4.4 Pcngujian Penclitian

Pengujian sifat antigenitas dari protcin OMP kuman S.pulluru)n dengan
cara Elisa dapat dikctahui dari pembacaan hasil clisa reader. 1lasil yang terlibat
adalah perubahan warna yang terjadi dan dihitung nilai optical density ( OD ).
Scsuai dengan ketentuan bahwa jika nilai OD sampel 1,5 - 2 kali kontrol negatip,

maka berarti reaksi positip antara antigen - antibodi.

4.5 Pengolahan Data

Pembacaan dari elisa reader dicatat dan dilakukan tabulasi schiﬁgga
diperoleh data yang kemudian dilakukan analisa statistiks, Dalam pencelitian ini
masing — masing tingkat sonikasi dilakukan uji dengan 4 ulangan dan kontrol
negatip | ulangan, maka analisa statistik dapat digunakan memakai Rancangan

Acak Lengkap ( One Way - Analysis of Variance ).
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BAB V

IHASIL DAN PEMBAIIASAN

S.1 llasil Penelitian

Setelah dilakukan percobaan dalam penclitian tentang pengaruh berbagai
tingkat ultra sonikasi terhadap antigenitas protein membran kuman S.pullorum,
maka pengujian masing — masing lingkat sonikasi dengan cara clisa scbagai uji

antigenitas in vitro diperoleh hasil scbagai berikut ini:

5.1.1 Kadar protcin

Pcngukuran kadar protein dengan spektrofotometer menggunakan reagen -
standart Sigma  ( Bovine Scrum Albumin ) adalah 400 ug/ml, menghasilkan
rckaman spektrum 592 nm Optical Density ( OD ). Dengan demikian pada sampel
vang telah mengalami ultra sonikasi bertingkat 3 kali, 5 kali, 6 kali, 7 kali, 8 kali
dan 9 kali pada spckirolotometer menghasilkan data schagaimana tabel 1 berikut

dibawah ini ( Lampiran ).

5.1.2 Uji Antigenitas dengan Elisa

Sciclah diketahui kadar protcin OMP S.pwllorium dengan cara analisa
spektrofotomeler, maka hasilnya digunakan untuk menentukan scberapa banyak
vang diperlukan pada uji antigenitas dengan cara Clisa. Setelah dilakukan Llisa

kemudian dibaca hasilnya dengan menggunakan Elisa Reader, diperolch data

scbagaimana tabel 2 dan tabel 3 berikut ini ( Lampiran ).

14
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S 1.3 Analisa Data

Dari hasil pengujian dengan Clisa didapat data sebagaimana disajikan
tersebut  diatas, kemudian data tersebut dilakukan analisa statistik dcnggn
menggunakan Rancangan Acak Lengkap ( RAL ) schingga diperoleh hasil berikut
ini scbagaimana terdapat dalam lampiran: .

Bahwa dari analisa data menunjukkan tidak ada perbedaan nyata antara
perlakuan berbagai tingkat sonikasi, tetapi dengan LPS dan suspensi kuman
terdapat perbedaan nyata. Untuk itu dapat dilakukan diskusi pada hasil dan
pcmbahasan berikutnya.

Demikian hasil yang dipcroleh dari pemrosesan suspensi  kuman
S.pullorum untuk mendapatkan protein OMP yang melalui cara perlakuan ultra
sonikasi bertingkat. Scdangkan .pcrlakuan uji antigcnilas dengan Elisa dalam
penyajian tabel 2 dan tabel 3 terscbut diatas dengan imcnambah Lipopolisakharida

( LPS ) dan Suspensi kuman S.pu/lorum hanyalah scbagai tambahan data saja.

5.2. Pembahasan Hasil

Telah kita ketahui bcrgama bahwa penyakit pullorum adalah penyakit
yang berakibat fatal pada anak ayam dan bersifat karicr ( pcmbawa ) apabila
menycrang ayam dewasa, Adanya reaktor positip pulloruin pada peternakan atau
breeding farm setclah pullorum test, maka sesuai dengan peraturan Direktur
Jenderal peternakan harus dilakukan pemusnahan dan tindakan polisi veteriner
lainnya.

Pada penclitian ini adalah merupakan suatu upaya awal untuk membuat
vaksin sub unit protcin  S.puflorum, karcna sampai saal sckarang belum pernah

dilakukan upaya pencegahan dengan cara vaksinasi. Tindakan peraturan
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pcmcrimah.dcngan melakukan pullorum tes hanyalah mi:rupakan deteksi dini
untuk mencari reaktor positip pullorum saja.

Sebagai tindak lanjut langkah awal lcrscbﬁl adalah dilakukan penelitian
terhadap kuman Spullorum untuk mengetahui bagian kuman yang bersifat
antigenik. Bagian kuman S.pullorum yang bersifat antigenik adalah terdapat pada
membran luar, sebagaimana Ilagan ( 1984 ) dan Hofstad ( 1986 ) menyatakan
bahwa kuman S.pullorum hanyalah memiliki O antigen saja yang terletak dibagian
membran luar dan antigen terscbut tahan terhadap pemanasan, atkohol dan asam.
Scdangkan pada bagian membran luar ( Outer Membrane ) menurut Wollgang (
1992 ) dan Jane ( 1992 ) sclain mengandung  Lipopolisakharida  ( LPS ) juga
murein, lipoprotein, fosfolipid dan protein, yang mana protein inilah perlu diteliti
apakah bersilat antigenik.

Kadar prolcin yang tcrkandung didalam protcin OMP S.pullorum pada
pengukuran dengan  spektrofotometer menunjukkan  kandungan cukup besar
dibanding dengan standart, hal ini merupakan bukti bahwa di dalam membran luar -
kuman telah berhasil dilakukan isolasi proteinnya ( protcin OMP ). Hal ini berarti
metode yang digunakan untuk melakukan isolasi olch Matsujama ( 1984 ) dan
dimodifikasi sendiri berdasarkan alat yang Kita miliki dapat digunakan dengan
benar. Modifikasi tersebut adalah terletak pada ultrasonikasi , menurut Matsujama
memakai sonikasi 20 KHz -5 menit jalan , 5 menit istirahat , tetapi alat sonikasi
di TDC Unair 22 KHz - 3 menit jalan,2 menit istirahat.

Pada uji antigenitas metode Clisa dengan pengenceran antibodi kelinci |
: 100 hasilnya kurang tampak jelas. Tabel 2 menunjukkan bahwa OD antara
sampel dengan kontrol ncgatip sama (- mendckati sama ). Padahal menurut

Harlow ( 1988 ) menyatakan bahwa rasio perbandingan antara kontrol ncgatip
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dengan sampel harus paling scdikit 1,5 ~ 2 kali kontrol ncgatip. Olch karena itu
kemudian dilakukan pengenceran antibodi kelinci 1 : 1000, sehingga pada tabel 3
jelas nampak perbedaannya. Pada perlakuan sonikasi. 3 kali memberikan hasi 3
kali kontro! negatip, scdangkan dengan perlakuan sonikasi 5 kali sampai dengan 9
kali memberikan hasil 2 - 2,5 kali kontrol ncgatip. Apabila mengacu dari
pendapat Harlow ( 1988 ), maka walaupun dilakukan sonikasi bertingkat ternyata
masih didapat protein OMP yang masih memiliki daya antigenitas yang cukup
baik. Untuk menguji pengaruhnya maka dilakukan penghitungan dcngan analis.a
statistik .

Analisa statistik untuk mengetahui pengaruh berbagai tingkat sonikasi
terhadap sifat antigenitas protcin OMP, hasil pengolahan data menunjukkan
bahwa antara sonikasi 3 kali — 5 kali — 6 kali — 7 kali- 8 kali dan 9 kali tidak
menunjukkan perbedaan yang nyata terhadap daya antigcnitasnya. Hal ini dapat
terjadi karena metode yang digunakan disini khusus untuk mclakuk;m isolasi
protein membran luar, schingga walaupun sonikasi sampai 9 kali lctnp. yang
tcrisolir adalah protcin OMP saja dan memiliki sifat antigenitas yang sama. Hal
ini scsuai dengan pendapat Westermeice ( 1997 ) bahwa isolasi prolcin OMP
dengan sonikasi beberapa kali dapat dilakukan dengan hasil yang sumd, maka
dalam penelitian ini telah dapat membuktikan pendapat tersebut terhadap kuman
S.pudlorum.

Disisi lain perbedaan nyata dengan LPS dan suspensi kuman dengan
perlakuan tingkat sonikasi, terutama dengan suspensi kuman hasilnya hampir
sama dengan kontrol ncgatip. Ini dapat terjadi kemungkinan kurang kuatnya
ikatan antara antibodi dengan antigen ( kuman ), schingga terbukti adanya

perubahan warna scbagai manifcstasi ikatan terscbut tampak jelas dalam nilai OD.
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Dibanding dengan protcin OMP, jelas bahwa sifat antigeniknya lebib kuat
schingga mampu mengikat antibodi dan terbukti dengan nilai OD nya {inggi.
Dengan demikian terbukti bahwa walaupun dengan berbagai tingkat sonikasi,

protcin OMP kuman S.pullorum bersilat antigenik yang kuat.
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BAB Vi

KESIMPULAN DAN SARAN

Setelah dilakukan percobaan dalam penclitian tentang pengaruh berbagai
tingkat ultra sonikasi terhadap antigenitas protcin membran kuman S.pullorum,
kemudian diperoleh hasil dan dilakukan analisa data dengan statistiks, maka dapat

ditarik kesimpulan dan saran sebagai berikut.

6.1 Kesimpulan

I. Dengan cara ultra sonikasi telah dapat dilakukan isolasi protcin OMP kuman
N.pdlorum.

2. Ultrasonikasi bertingkat ( 3 kali sampai dengan 9 kali ) masih dapat diperolch

protein OMP yang bersifat antigenik sama ( 2 - 3 kuli kontrol negatip ).

6.2 Saran

Berdasarkan  atas  kesimpulan  tersebut  ternyata  masalah  kuman
S.pullorum masih dapat dikembangkan, untuk itu dapat disarankan scbagai
berikut ;
1. Perlu diteliti lebih lanjut apakah sifat antigenik terscbut dapat pula bersifat

imunogenik

~

Perlu ditcliti berat molekul protein OMP tersebut yang bersifat antigenik,
schingga dapat dikctahui silat imunogeniknya dengan uji hewan coba (in

vivo), misalnya langsung pada ayam.

19
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Fabel 1. Kadar protcin OMP Spudlorum hasil sonikasi bertingkat dengan analisa
spektrofotometer.

No. Sampel

Analisa spcktrum

Kadar Protein ( ug/ml)

N N —

Standart
3 X
5 X
6 X
7 X
8 X
9 X

0,271
1,174
1,144
1,318
1,397
1,337
1.394

400
1.732,8
1.688,6
1.945,4
2.061.9

« 19734
2.057.6

Fabel 2. Nilai OD Elisa indircet dari antigen prolcin OMP S.pullorum pada
pengenceran antibodi kelinei 1 100.

Perlakuan Ulangan Kontrol
l 2 3 q X Ncgatip PBS
IX 1,782 1,496 1,498 1,505 1,495 1,502 0,052
§X 1,522 1,527 1,526 1,538 1,528 1,540 0,012
06X 1,496 1,525 1,506 1,507 1,508 1,521 0,043
7X 1,472 1,489 1,489 1,490 1,480 1,504 0,029 .
8X 1,545 1,552 1,543 1,549 1,547 1,561 0,025
9 X 1,515 1,520 1,533 1,533 1,524 1,542 0,012
L'S 1,527 1,535 1,541 1,541 1,536 1,551 0,034
Qusp.S.p. 1522 1.522 1,525 1,529 1.524 1,538 -

Tabel 3. Nilai OD Elisa indirect dari antigen protein OMP. S.pullorum pada
pengenceran antibodi kelinei 12 1000.

Perlakuan Ulangan Kontrol
| 2 3 4 X Negalip PBS
3X 1.008 1,091 1,129 1,182 1,102 0,357 0,052
5 X 0,86y 1,058  LI71 1,165 1,065 0443 0,012
6 X 1,071 0,974 1,155 1,109 1,077 0,430 0,043
7 X 1088 1,127 1,109 1,105 1,107 0,549 0,029
8 X 1,089 1,151 1,142 1,007 1,097 0,548 0,025
U U3 1120 1,145 1,188 1,142 0,495 0,012
HPS 0,624 0,586 0,848 0,652 0,677 0,247 0,034
Susp.S.p. 0491 0486 0520 0,528 0,506 0371 -
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LANPIRAN 2
Lampiran Analisa Data :
One — Way Analysis of Variance
Analysis ol Variance lor data
Source DI SS MS [ P
Resp 7 1,61304 0,23043 36,12 0,000
Lirror 24 0,15312 0,00638
Total 31 1, 76616
Individual 95% Cls For Mcan
Bascd on Pooled StDev
Level N Mean StDev e ! ! ! !
l 41,1025 0,0732 (==-ff-=-)
2 4 1,0657 0,1411 (===ft-==)
3 4 10772 0.0769 i)
4 41,1073 0,0160 (-=-H---)
S 41,0972 0,0601 (-=-ff---)
0 4 11415 0,0339 (==-tf-=-)
7 0.6775 0,1168 (e-slt==)
8 40,5062 0,0209 (i3
! ! ! !
Pooled StDev= 0,0799 0,50 0,75 1,00 1,25
IFwo Sample T-test and Confidence Interval
T'wo sample T {or rat ' /
Csp N Mean StDev SEE Mean ;'!
| § 0972 0,240 0,085
2 8 0,321 0,194 0,009
)5 Clformu( 1)=mu(2):(0,415 [ 0.887)
T—testmu( )= mu(2)(vsnat=) :T=597 P=0,0000 DF =13
:'rir
Two Sample T-test and Confidence Interval . /
Two sample T Tor rat i
Resp N Mecan Sthev StMean
6 1,0986 0,0264 0,011
? 6 324 0,226 0,092
Psea Clformu( | )-mu(2):(0,535 ,1,103) ¢
T=testmu( 1) - mu(2) (vsnot=):T=832 P=0,0004 DF=35
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